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RESUMO

A leishmaniose pode ser causada por espécies diferentes de protozoarios do género
Leishmania. Entre eles esta o da Leishmania infatum que é o causador da Leishmaniose
visceral. A Leishmaniose visceral, € uma das formas mais graves de leishmaniose e pode
ser letal se ndo for tratada adequadamente. Os tratamentos atualmente disponiveis para a
terapia da doenca estdo relacionados com muitos efeitos colaterais, esquema terapéutico
complexo, alto custo e por vezes, pode resultar na ndo cura da doenca, uma vez que tem
sido observado o aumento de cepas resistentes. Esse estudo visa a busca de novos
compostos com potencial farmacologico contra a Leishmaniose, por meio da busca por
potenciais ligantes para a estrutura tridimensional da enzima lanosterol 14 alfa-
desmetilase de Leishmania infantum (PDB id: 3L4D) que é um alvo validado na literatura.
Utilizando o pacote de programas da OpenEye Scientific Software, Inc, e o banco de
dados Drugs Now do ZINC, foi gerado uma Hit list dos 500 melhores compostos obtidos
via virtual screening, sendo os melhores compostos selecionados de acordo com suas
caracteristicas de ADMET (absorcéo, distribuicdo, metabolismo, excre¢do e toxicidade)
geradas a partir do web server pkCSM



INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenca infecto-parassitaria causada por um protozoario do
género Leishmania e da familia Trypanosomatidae. O protozoario da Leishmania pode
ser encontrado na forma promastigota flagelada ou amastigota. Os protozoarios sdo
transmitidos pela picada do inseto flebotomineo infectado, que inocula os promastigotas
metaciclicos no hospedeiro. No hospedeiro eles invadem macro6fagos, permanecem em
fagolisossoos transformando-se em amastigotas. As celulas podem sofrer lise liberando
as amastigotas que podem ser ingeridas pelo inseto vetor ou infectar outro macréfago e
re-infectar o organismo.

As leishmanioses apresentam-se em duas formas clinicas diferentes, sendo a
leishmaniose tegumentar responsavel pela forma cutdneo-mucosa e a leishmaniose
visceral pela forma visceralizante, afetando 6rgdos como figado, baco, linfonodos e
intestinos. A forma visceral é a forma mais grave da doenca e causa morte na maioria dos
casos.

A leishmaniose pode ser causada por espécies diferentes de protozoéarios do género
Leishmania. Entre eles esta 0 da Leishmania infatum que é o causador da Leishmaniose
visceral. A Leishmaniose visceral, € uma das formas mais grave de leishmaniose e pode
ser letal se néo for tratada adequadamente (DESJEUX, 2004).

H& uma estimativa de 500 mil novos casos de Leishmaniose visceral e mais de
50.000 mortes pela doenca cada ano. Em 2013 segundo dados divulgados pelo ministério
da saude brasileira foram 3253 casos notificados de leishmaniose visceral no Brasil

Os tratamentos atualmente disponiveis para a terapia da doenca estdo relacionados
com muitos efeitos colaterais, esquema terapéutico complexo, alto custo e por vezes, pode
resultar na ndo cura da doenca, uma vez que tem sido observado o aumento de cepas
resistentes. A resisténcia para as drogas anti-Leishmania sugere que a terapia baseada em
um medicamento precisa ser revisada (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2012) e reforga a
necessidade de desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas.

Farmacéforos

Os farmacdéforos sdo, por sua definicdo mais atual, um conjunto de caracteristicas
estéricas e eletronicas, que sdo necessarias para garantir interacdes supramoleculares

Otimas com um alvo bioldgico especifico, ativando ou bloqueando sua resposta bioldgica



(WERMUTH et al., 1998). O conceito central farmacoforo envolve a nogdo de que o
reconhecimento molecular de um alvo bioldgico por um grupo de compostos pode ser
atribuida a um pequeno conjunto de caracteristicas comuns que interagem com regides
complementares no alvo bioldgico, sendo estas caracteristicas bastante gerais: doadores
de ponte de hidrogénio, aceptores de pontes de hidrogénio, grupos carregados positiva e
negativamente e regibes hidrofobicas (LEACH et al.,, 2010). A modelagem de
farmacoforos é uma técnica in silico bem estabelecida que gera muitos beneficios para
pesquisas iniciais com desenhos de farmacos. Sua vantagens estdo na visualizacdo das
caracteristicas quimicas supostamente importantes na interagdo proteina-ligante assim
como a obtencdo de compostos bioisostéricos estruturalmente diversos que néo teriam
sido descobertos por derivatizacdo sistematica de compostos existentes (MARKT;
SCHUSTER; LANGER, 2011).

Ancoragem Molecular

A ancoragem macromolecular envolve a busca de modos de interagdo entre duas
moléculas, como por exemplo intera¢fes proteina-proteina, proteina-ligante ou proteina-
DNA. O sistema de ancoragem macromolecular proteina-ligante consiste de duas etapas:
um algoritmo de busca conformacional que envolva todos os graus de liberdade do ligante
(translacional, rotacional e conformacional) e uma funcdo de pontuacdo que ranqueie as
provaveis posicGes espaciais para um composto ou varios provenientes de uma grande
biblioteca (ROGNAN, 2011). Atualmente, a técnica dominante para a identificacdo de
novos compostos lideres na descoberta de farmacos é a prospeccao fisica de grandes
bibliotecas de substancias contra um alvo biolégico.

Por conseguinte, a presente pesquisa tem como objetivo encontrar novos compostos com
potencial farmacoldgico contra a Leishmaniose, por meio da busca por potenciais ligantes
para a estrutura tridimensional da enzima lanosterol 14 alfa-desmetilase de Leishmania
infantum (PDB id: 3L4D). Para tanto foram utilizadas ferramentas computacionais
visando a constru¢cdo de um modelo farmacofdrico baseado no ligante fluconazol e

posterior triagem virtual em bibliotecas de compostos.



METODOLOGIA

Geracdo de modelo farmacoférico baseado na forma do ligante

Visando a triagem virtual em bibliotecas de ligantes, um modelo farmacoférico
foi gerado baseado na forma do ligante fluconazol em complexo com a lanosterol 14 alfa-
desmetilase de Leishmania infantum (PDB id: 3L4D). Esta etapa foi realizada com ajuda
do programa ROCS 3.2.0.4, OpenEye Scientific Software, Santa Fe, NM (HAWKINS;
SKILLMAN; NICHOLLS, 2007). ROCs é um software baseado no método de
comparacdo de forma, com base na ideia de que as moléculas tém forma semelhante se
0s seus volumes se sobrepde adequadamente. Embora ROCS seja primariamente um
método baseado em forma, pode-se definir para regiGes especificas do modelo,
caracteristicas quimicas descritas como: doadoras de hidrogénio, aceptoras de hidrogénio,
anions, cations, hidrofébicas e regiGes de anéis aromaticos. Desta forma, foi formado um
modelos farmacoforicos que durante processo de sobreposicdo facilitasse a identificacdo

dos compostos que sdo semelhantes na forma e na quimica.

Geracdo de banco de dados de conférmeros de ligantes

O modelo famacoforico gerado por meio do programa ROCS foi usado na triagem
virtual de bibliotecas de compostos originarios de dois bancos de dados da Chembridge
Corporation, San Diego, Califérnia, mais especificamente as bibliotecas DIVERSet™
EXP e CL que sédo cuidadosamente selecionadas para proporcionar a mais ampla
cobertura do espago farmacoforico e totalizam 100.000 composto de diversas estruturas
druglike. Esta biblioteca de compostos foi submetido ao programa FILTER do OMEGA
2.5.1.4, OpenEye Scientific Software, Santa Fe, NM (HAWKINS et al., 2010). O
FILTER é um programa de rapida filtragem e selecdo de compostos que usa uma
combinacédo de calculos de propriedades fisicas e o conhecimento de grupo funcionais.
Ele foi usado antes da analise experimental para remover compostos indesejaveis, como

compostos com funcgBes toxicas, com baixa biodisponibilidade oral, com alta



probabilidade de formar ligacdes covalentes com o alvo proteico e de compostos com

probabilidade de interferéncia no ensaio experimental.

Os compostos da biblioteca filtrada por meio do FILTER foi submetidos ao
programa QUACPAC 1.6.3.1, OpenEye Scientific Software, Santa Fe, NM
(http://www.eyesopen.com) com o intuito de gerar compostos com cargas precisas ou
pelo menos representadas de forma consistente. Para tanto, 0 QUACPAC enumera o pKa
e os tautobmeros de cada composto, a fim de obter os estados de protonacao corretas.

Apos a enumeracédo de pKa e tautbmeros a biblioteca de compostos foi submetida
a geracdo de conformeros por meio do programa OMEGA. O OMEGA gera bancos de
dados de multi-conférmeros bioativos de compostos com alta velocidade e
confiabilidade. A geracdo de conférmeros € um passo essencial para a triagem virtual
utilizando modelos farmacoforicos, pois estes dependem de conformacdes bioativas para

alcancar resultados satisfatérios.

Triagem virtual em banco de dados de compostos e validagédo

O modelo farmacoférico previamente gerado por meio do ligante fluconazol,
serviu de base para triagem nas bibliotecas de ligantes. A triagem virtual foi realizada
utilizando o programa ROCs e consiste em utilizar o modelo farmacoférico, baseado na
forma, para a sobreposicdo moléculas advindas de bancos de dados de conférmeros. O
ROCS é uma técnica rapida e realiza a triagem virtual a uma taxa de 600-800 conférmeros

por segundo.

Para facilitar a compreenséo exata, interpretacdo e comparacao de triagem virtual
0 ROCS contém métodos de validacao estatistica dos resultados alcangados na triagem.
Foi utilizado nesta validacdo a curva ROC (caracteristica de operacao do receptor) e AUC
(area abaixo da curva). A curva ROC representa a comparacao de compostos ativos versus
decoys (ligantes ndo relacionados com o alvo proteico e potencialmente inativos) e a
AUC, extraida do grafico da curva ROC, é simplesmente a probabilidade de que um
composto ativo escolhido aleatoriamente tenha uma pontuacdo maior do que compostos
inativos escolhidos aleatoriamente. Para a construcdo da curva ROCS e obtencdo do valor

de AUC foram utilizados ligantes biologicamente ativos contra a proteina lanosterol 14



alfa-desmetilase sugerido por Reddy et al. (2013). Os decoys foram gerados na plataforma
online DUD-E (MYSINGER et al., 2012) que utiliza ligantes ativos para gerar um
conjunto de ligantes decoys. Desta forma, foi possivel avaliar a qualidade o modelo
farmacofdrico gerado a partir do fluconazol, por meio da sobreposicéo e comparacgao dos

resultados entre ligantes ativos e decoys.
Analise das propriedades farmacocinéticas

As moléculas selecionadas foram submetidas ao web server PKCSM (PIRES et al. , 2015),
onde as caracteristicas de absorcao, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade

foram preditas.

RESULTADOS

A validacdo do modelo confirmou a qualidade do modelo utilizado, com uma pontuacéo
de AUC 0,799 , préximo ao limite estabelecido de 0,8. Isso demonstra a probabilidade de
0 modelo ser uma molécula ativa e ndo um falso positivo, categorizando-o como um

resultado aleatdrio. A figura 1 mostra a curva obtida.

frmction mctvm found ROC cune

;,_H

::-f

l

fraction decmyE faus
RCCS Run (M Farsam

Figura 1. Curva AUC. Gréfico da curva gerada a partir da analise de compostos ativos

(actives), e inativos (decoys).

A triagem resultou em 1000 compostos que obtiveram maior pontuacdo tanto quanto a

similaridade estrutural (volume), como a proximidade espacial dos pontos farmacoféricos



(cores) em relacdo ao modelo, 500 compostos para cada biblioteca utilizada. As 16 de

melhor score, sendo oito de cada biblioteca foram selecionadas. Os scores foram obtidos

avaliando graficos como o da figura 2.
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Figura 2. Gréafico da curva gerada a partir da analise do score da molécula

output _16597@2_49 comparado com outras moléculas ancoradas.

As pontuagdes iguais ou maiores a 99% nas duas bibliotecas foram analisadas no web

server pkCSM da universidade de Cambridge segundo as propriedades da tabela abaixo :

Tabelal:

Propriedade

Itens avaliados pelo pICSM

Propriedades moleculares

Propriedades de absorgao

Propriedades de distribuicéo

Propriedades de metabolizacao

Propriedades de excregdo
Propriedades de toxicidade

Peso molecular, coeficiente de particdo, ligaces com rotacao livre,
aceptores, doadores, area superficial.

Solubilidade em agua, permeabilidade em células de linhagem Caco-2,
absorcdo intestinal,  permeabilidade pela pele, substrato da
Glicoproteina P(PGP), inibidor da PGP I, Inibidor da PGP 2.

Volume de distribuicdo aparente, fracdo livre, permeabilidade a barreira
hematoencefalica, permeabilidade ao SNC.

Substrato da CYP2D6, substrato da CYP3A4, inibidor da CYP1A2,
inibidor da CYP2C19, inibidor da CYP2C9, inibidor da CYP2D6 e
inibidor da CYP3AA4.

Clrearance total ou depuracdo total, R-OCT2s substrato da OCT2 renal
Teste de AMES, dose méaxima tolerada, inibidor da hERG I, inibidor da
hERG I, toxicidade aguda oral em ratos, toxicidade crénica oral em
ratos, hepatotoxicidade, sensibilizacdo da pele, toxicidade em T.

pyriformis, toxicidade em peixes.




Apos o pkCSM fornecer os dados listados na tabela acima analisamos as propriedades

relacionadas a toxicidade como método para selecionar os melhores compostos.

Tabela 2: Propriedades de toxicidade DVS.EXP

SMILES AMESt hERGIi hERGIlIi HPT MDT
COclcce(ccl)Cn2¢(nnc20)Cce3cence3 No No No Yes 1.192
CclccceclCn2c(nnc20)Ce3cccec3F No No No No 2.434
clcee(c(cl)Cn2c(nnc20)Cce3cencc3)F No No No No 1.267
clce(sc1)CN(CCO)C(=0)[C@@H]2C[C@H]3C[C@@H]2C=C3 No No No Yes 1.365
CnlcenclCN(CCO)/C(=C/2\C=Nc3[n+]2cccc3)/0 No No Yes No 0.895
CCnlcc(cnl)Cn2ccnc2c3cccdc(c3)ccod Yes No No Yes 2.922
CIN@](Ccln[nH]c(=0O)n1Cc2ccc(cc2Cl)ClS(=0)(=0)C Yes No Yes Yes 1.493
clcece(ccl)C2(CCOCC2)C(=0)N3CCc4c3ccecd No No No No 1.027

*AMESt significa teste de AMES, inibidor da hERG |, hERG2I inibidor da hERG IlI, Hpt

hepatotoxicidade, MTD dose maxima tolerada

Tabela 3: Propriedades de toxicidade DVX. CL
SMILES AMESt hERGIi hERGIIi HPT MDT
COclccc(cc1)Cn2c(nnc20)Cc3cencc3 No No Yes Yes 1.413
CclccececlCn2c(nnc20)Cc3ccecc3F No No Yes Yes 1.15
clcece(c(c1)Cn2c¢(nnc20)Cc3cencc3)F No No No Yes 2.051
clee(sc1)CN(CCO)C(=0)[C@ @H]2C[C@H]3C[C@ @H]2C=C3 No No No No 0.88
CnlcecnclCN(CCO)/C(=C/2\C=Nc3[n+]2cccc3)/0 Yes No Yes Yes 2.656
CCnlcc(cnl1)Cn2ccnc2c3cccdc(c3)ccod Yes No Yes Yes 0.719
CIN@](Cc1n[nH]c(=0)n1Cc2ccc(cc2Cl)Cl)S(=0)(=0)C No No No No 1.865
clccc(ccl)CN(CC2CC2)C(=0)c3cecc(c3)N No No Yes No -0.011

*AMESt significa teste de AMES, inibidor da hERG |, hERG2I inibidor da hERG Il, Hpt

hepatotoxicidade, MTD dose maxima tolerada

O AMES teste é amplamente empregado para avaliar o potencial mutagénico de

compostos usando bactérias e portanto seu potencial carcinogéncico.

Nas duas

bibliotecas quatro compostos foram caracterizados como possivelmente mutagénicos,



portanto ndo recomendados para futuras pesquisas invitro. Foram preditos como

potenciais mutagénicos as moléculas:

e CnlcenclCN(CCO)/C(=C/2\C=Nc3[n+]2cccc3)/O

e CCnlcc(cnl)Cn2ccnc2c3cecédce(c3)ccod

e CCnlcc(cnl)Cn2cenc2c3cecdc(c3)ccod

e C[N@](Ccln[nH]c(=0O)n1Cc2ccc(cc2Cl)Cl)S(=0)(=0)C

A maxima dose tolerada € uma estimativa do limite da dose maxima. Expressa em
Log(mg/kg/dia), valores iguais ou abaixo de 0,477 sdo considerados baixos, ou seja, a
dose necessaria para causar toxicidade é pequena. Nesse quesito apenas um composto

ndo possuia dose consideravelmente baixa podendo causar toxidade mais facilmente
e clcee(ccl)CN(CC2CC2)C(=0)c3cceec(c3)N.

A inibicdo dos canais de potassio codificados pelo gene hERG s&o as principais causas
da sindrome do QT longo, podendo levar a uma arritmia ventricular fatal. Entretanto
nenhum dos compostos possuiam potencial para inibicdo da hERG1 entretanto os

compostos abaixo possuiam potencial inibicdo da hERG2:

CnlcenclCN(CCO)/C(=C/2\C=Nc3[n+]2cccc3)/0
C[N@](Ccln[nH]c(=0)n1Cc2ccc(cc2ChHCHS(=0)(=0)C
e COclcec(cecl)Cn2c(nnc20)Cc3cencce3

e CclccecclCn2c(nnc20)Cc3ccccc3F

e CnlcenclCN(CCO)/C(=C/2\C=Nc3[n+]2ccccl)/O

e CCnlcc(cnl)Cn2cenc2c3cecdc(c3)ccod

e clcce(ccl)CN(CC2CC2)C(=0)c3ceec(c3)N

Por fim foi avaliado a hepatotoxicidade que é um fator considerado no desenvolvimento
de drogas, uma vez que lesbes no tecido hepatico causadas pelo uso cronico de farmacos
sdo intensificadas com a duracdo do tratamento. Portanto 0s compostos com pouca ou
nenhuma hepatotoxicidade sdo os indicados para tratamentos. Excluindo os que
compostos que ja foram contraindicados acima, 0s compostos que ndo eram

hepatotoxicos s&o:

e CclcceeclCn2c(nnc20)Cc3ccccc3F



clcce(c(cl)Cn2c(nnc20)Cc3cenccld)F

clcee(ccl)C2(CCOCC2)C(=0O)N3CCc4c3cece

clec(sc1)CN(CCO)C(=0)[C@@H]2C[C@H]3C[C@@H]2C=C3

CIN@](Ccln[nH]c(=0)n1Cc2ccc(cc2Cl)Cl)S(=0)(=0)C

CONCLUSAO

Como foi mostrado anteriormente, conclui-se que o desenvolvimento de drogas com a

utilizacdo do virtual screening é o melhor método de alcancar resultados confiaveis, de

maneira mais rapida e custo baixo. O resultado da técnica de PCA mostrou cinco

provaveis compostos com potencial de combater a leishmania infantum baseadas nas

moléculas encontradas na literatura:

CclcceeclCn2c(nnc20)Ce3ccccc3F
clcce(c(cl)Cn2c(nnc20)Cc3cence3)F
clcee(ccl)C2(CCOCC2)C(=0)N3CCc4c3cecce
clcc(sc1)CN(CCO)C(=0)[C@@H]2C[C@H]3C[C@@H]2C=C3
CIN@](Ccln[nH]c(=0)n1Cc2ccc(cc2Cl)Cl)S(=0)(=0)C

Portanto as moléculas citadas acima sdo as mais indicadas para prosseguir com testes

pré-clinicos para combate da leishmania infantum .
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